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La presente invention a pour objet un vaccin anti- VTH-1 comprenant tout 
5 ou partie de la proteine Tat de VIH- 1 . 

L'objet de la presente invention concerne I'utilisation d'une proteine de 
regulation du virus de I'immunodeficience huraaine (VIH), la proteine Tat, comme 
vaccin contre ce virus. Tat est une proteine virale essentielle pour I'expression des 
genes viraux et la replication du virus VIH-1. Cette proteine permet 1'activation 

10 des genes du VTH-1 grace a sa fixation sur une cible nucleotidique appelee TAR 
localisee a 1'extremite 5' des ARNm de VTH-1. Elle est secretee par les cellules 
infectees par le VIH et est indispensable pour une transcription reverse efficace de 
VTH-1. Une fois a I'exterieur de la cellule, elle est capable d'activer des cellules 
infectees eloignees et d'induire I'immunodeficience de cellules T non infectees. En 

15 outre, elle est directement impliqu^e dans des pathologies liees au SID A, comrne 
le sarcome de Kaposi. 

La mise au point du vaccin contre le SEDA est tr&s attendue au niveau 
planetaire mais l'obtention d'un vaccin contre le SIDA presente deux difFicultes 
majeures. La premiere est liee a l'extreme variabilite de la proteine d'enveloppe 

20 GP120. La deuxieme difficulte est due au fait que des anticorps anti-GP120 
semblent aggraver la maladie pour des patients ayant un SIDA declare. Toutefois 
des resultats preliminaires indique qu'un effet protecteur pourrait etre possible 
avec des anticorps anti-GP120 chez des personnes n'etant pas contarninees au 
prealable. Une phase II avec un vaccin anti-GP120 a ete lancee par la societe 

25 Roche aux Etats Unis. Les cohortes selectionnes pour cette phase II sont bien 
suivis au niveau medical. II sera toutefois difficile d'obtentr une surveillance 
rnedicale equivalente lorsque le vaccin sera commercialise. 1 

Avec la GP120, Tat est la seule autre proteine du VTH detect ee dans le 
sang de patients contamines par le VTH-1 Les lymphocytes "tueurs" (CTL) 
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charges d'eliminer toutes les cellules contaminees par un virus sont inhibes dans le 
cas du SID A du fait de l'activite represseur de la proteine Tat pour les genes de 
classe I du Complexe Majeur d'Hislocompatibilite. Des anticorps .anti-Tat (mais 
egalement des principes actifs ciblant Tat) devraient permettre la restauration de 
5 l'activite des CTL. 

Tat est done une cible privilegiee aussi bien pour le developpement 
d'antiviraux ami Tat que pour une approche vaccinale. 

La proteine Tat a done deja fait Pobjet d'experimentations. En particulier, 
des essais precliniques, obtenus avec une proteine Tat recombinante 
10 biologiquement inactive (Tat toxoide), ont montre que l'immunisation chez des 
patients seronegatifs etait sans danger (Le Buanec et al., 1998). Tat toxoide 
entraine, chez les patients seronegatifs une forte et persistante production , 
d'anticorps anti-Tat. Chez des patients seropositifs et immunodeficients une 
augmentation significative du taux d'anticorps anti-Tat est observe par rapport au 
15 taux normal d'anticorps anti-Tat (Westendorp et al., 1995). 

Cette Tat toxoide est une proteine recombinante qui est rendue 
biologiquement inactive apres la carboxymethylation des cysteines de Tat. Les 
inventeurs ont pu produire egalement une Tat carboxymethylee (Tat Bru cmC) et 

i 

ils ont observe egalement une perte de Tactivite de transactivation alors que le 
20 meme variant Tat avec les cysteines libres (Tat Bru fC) est capable de transactiver. 
Tat Bru cmC est capable de se fixer sur TAR avec une affinitie comparable a Tat 
Bru fC. 

Un inconvenient majeur dans l'utilisation comme vaccin de Tat 
carboxymethylee est que la modification chimique des cysteines entraine un 
25 changement conformationnel que les inventeurs ont observe par dichroisme 
circulaire et RMN. Bien que des changements conformationnels existent parmi les 
differents variants Tat, la carboxymethylation des cysteines entraine des 
modifications majeures dans le repliement de la chaine peptidique de Tat qui, de ce 
fait, n'est pas un bon candidat pour la preparation d'un vaccin anti-Tat, en effet, 
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pour qu'un tel vaccin puisse etre efficace, il faut que les anticorps puissent 
reconnaitre une cible conservee chez les variants Tat. 

II convient par consequent d'utiliser dans un vaccin anti-VTH-1 une 
proteine Tat defectueuse mais possedant les caracteristiques structurales sirnilaires 
aux Tat fonctionnelles. Cette Tat devrait en effet presenter une structure 
conformationnelle la plus proche possible des proteines Tat naturelles, rnais ne 
pouvant pas transactiver, c'est-a-dire, comme precedemment indique, incapable 
d'activer des cellules infectees eloignees ct induire l'immunodeficience de cellules 
T non infectees. H est en effet crucial d'inhiber cette immunodeficience. 

La presente invention a done pour objet un vaccin anti-VIH-1 comprenant 
tout ou partie d'au moins une proteine Tat de VIH-1 capable de se fixer sur TAR 
,-et incapable de transactiver, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et, le cas echeant, un ou plusieurs adjuvant(s) de l'immunite 
approprie(s). 

Ainsi, une proteine Tat peut etre utilisee pour la preparation d'un vaccin 
conforme a Tinvention mais egalement seulement une ou plusieurs partie(s) de 
cette proteine susceptible(s) de remplir les fonctions recherchees pour la proteine 
Tat dans le cadre de la presente invention. Le susdit vaccin peut egalement 
comprendre une combinaison de differentes proteines Tat ou encore des parties de 
proteines Tat differentes. 

La proteine Tat susceptible d'etre utilisee dans le vaccin conforme a 
Tinvention doit done etre differente des proteines Tat fonctionnelles dites 
« naturelles », e'est-a-dire extraites de differentes souches de VIH-1 pr^sentes a 
Tetat naturel, de fafon a etre incapable de transactiver tout en se fixant sur TAR. 
C'est la raison pour laquelle, les Tat utilisees dans le vaccin conforme a Tinvention 
presentent une sequence nucleotidique ayant au moins une mutation par rapport a 
la sequence nucleotidique d'une Tat fonctionnelle. Cette mutation, generalement 
ponctuelle, peut par exemple donner lieu a la suppression, Tajout ou substitution 
d'un ou plusieurs acide(s) amine(s). 
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Dans le cadre de leurs travaux, les inventeurs ont tout d'abord cherche a 
obtenir des informations sur la structure de Tat. Les etudes structures 
necessitent des quantites importantes de -proteines (10 a 15 mg) par rapport aux 
etudes virologiques (quelques ug). lis ont essaye de produire Tat par biologie 
5 moleculaire sans succes avant d'essayer la synthese en phase solide en 1996. Le 
premier variant Tat qu'ils ont reussi a synthetiser provenait de la souche "VTH-1 
Bru dont la sequence comporte 86 residus (Barre-Sinoussi et al., 1983). Grace a 
ce succes ils ont pu commencer l'etude par RMN .2D de Tat Bru. L'assignement 
sequcntiel des systemes de spin etait pratiquement impossible avec des spectres 
10 RMN du proton. Les inventeurs ont done fait une nouvelle synthese avec certains 
residus de Tat possedant un carbone alpha-marque au 13 C. Des spectres RMN 2D 
heteronucleaires leur ont permis d'identifier 1 1 systemes de spin sans ambiguite et 
de pouvoir ainsi commencer un assignement sequcntiel sur des bases solides. Ils 
ont ainsi pu determiner un nombre considerable de contraintes RMN et ils ont 
1 5 maintenant une structure 3D de Tat Bru respectant 950 contraintes RMN. Grace a 
cette structure 3D ils ont pu modeliser une famille de molecules qu'ils appellent 
TDS capable de se fixer sur une region cible conservee chez les variants Tat. 

Afm de tester experimentalement la fixation de derives TDS sur differents 
variants Tat, les inventeurs ont synthetise cinq autres variants representatifs 
20 chacun de la diversite structural observee avec cette proteine (Gregoire et Loret, 
1996) : Tat Z2 (86 residus), Tat Mai (87 residus), Tat Eli (99 residus), Tat Oyi 
(101 residus) et Tat Jr (101 residus). 6 groupes structuraux parmi tous les isolats 
de VTH-1 ont ainsi ete determines en fonction de la taille des proteines et de la 
nature de leurs mutations. II etait vraisemblable que tous ces variants avaient des 
25 activites pharmacologiques similaires a Tat Bru qui a ete synthetisee deux fois, 
avec les cysteines carboxymethylees (Tat Bru cmC) et ensuite avec les cysteines 
libres (Tat Bru fC). La chimie utilisee est de type fastFmoc avec l'activateur 
HBTU. La purification des proteines a ete effectuee par chromatographic liquide 
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haute performance. II s'est avere que toutes ces proteines synthetiques sont 
capables de se fixer sur TAR mais de grandes disparites se sont revelees dans le 
test de transactivation sur cellule HeLa. Le resultat le plus surprenant fiit Tabsence 
de transactivation observee avec le variant Tat Oyi. Aucune transactivation n'a ete 
5 observee non plus avec le derive Tat Bru possedant les cysteines 
carboxymethylees. L'etude par dichro'fsme circulate (CD) en phase aqueuse de ces 
-proteines synthetiques montre bien que la modification chimique de Tat. Bru cmC 
a modifie de maniere significative la structure de Tat Bru. Par contre Tat Oyi a 
une structure similaire aux autres comme Tatteste son spectre CD. 
10 La souche VIH-1 Oyi a ete identifiee chez un patient Gabonais a la fin des 

annees 80 (Huet et al., 1989). Ce patient, bien que seropositif depuis plusieurs 
annees, etait en parfaite sante. Apparemment, le fait d' avoir une proteine Tat 
defectueuse dans cette souche VTH-1, a empeche revolution vers un SIDA chez 
ce patient et lui a confere une immunite contre le virus du SIDA. 
15 Par consequent, la prot&ne Tat du variant VIH-1 Oyi sernble etre le 

meilleur candidat pour entrer dans la composition d'un vaccin anti-VIH-L Le 
vaccin conforme a Tinvention comprend done, selon un mode de realisation 
particulierement interessant, la Tat, en tout ou en partie, du variant VIH-1 Oyi. 

La position de sept residus cysteine (region .22-37) est tres conservee 
20 parmi lous les variants Tat et Timportance des residus cysteine pour la 
transactivation est largement decrite dans la litterature (Jeang, 1996) 

Les inventeurs, par la determination de la structure 3D de Tat Bru par 
RMN 2D heteronucleaire, ont par ailleurs identifie une region cible qui devrait etre 
conservee chez les variants Tat. Cette cible est constitute en partie par la region 
25 N-terminale et la region basique de la sequence de Tat. Ainsi, la presente invention 
a plus particulierement pour objet un vaccin caracterisd par le fait qu'il comprend 
au moins la region N-terminale et par la region basique de la sequence de Tat 
correspondant respectivement aux regions 1-20 et 40-58 (selon la numerotation 
des acides amines) en tout ou partie. 
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La structure 3D du variant Tat Bru montre que la region riche en cysteines 
est proche de Pespace tridimensionnel de la region N-terminale et de la region 
basique. Ceci indique que la carboxymethylation des cysteines modifie 
probablement la structure de cette cible el confirme le fait que la Tat ainsi modifiee 
5 ne peut etre consideree comme un candidat potentiel pour la preparation d'un 
vaccin anti-VTH. 

Par.ailleurs, les inventeurs ont realise la synthese chimique en phase solide 
des differentes proteines Tat. Les avantages presentes par ce mode de synthese 
resident dans les couts de production moindres, les meilleurs rendements par 

10 rapport a la Tat produite par biologie moleculaire et Pabsence de contaminations. 

Ainsi, de maniere avantageuse, la Tat mise en oeuvre dans le vaccin 
conforme a Pinvention est prepare par synthese chimique et plus particulierement 
par synthese chimique en phase solide. 

Enfin, afin d'eviter tout risque potentiel de toxicite du fait du passage de la 

15 proteine Tat, en particulier Tat Oyi, dans les membranes, il conviendrait de 
modifier la sequence Arg-Gly- Asp presente en C-terminal de la sequence de tous 
les variants Tat. Cette sequence est en effet essentielle pour le passage 
mernbranaire car elle reconnait un recepteur membranaire a la surface des cellules 
(Jeang, 1996). Plus particulierement, cette modification pourrait consister en la 

20 substitution de cette sequence par la sequence Lys-Ala-Glu ce qui n'aurait pas 
d'influcnce sur la structure, ou eventuellement par la sequence Ala- Ala- Ala. 

FIGURES 

25 Figure 1 : Comparaison des differentes proteines Tat. 

Les proteines Tat ont ete reparties en 6 groupes structuraux qui sont 
mentionnes en gras sur la Figure 1 A et soulignes sur la Figure IB. 
Figure 1A : Sequences en acides amines des proteines Tat. 
TatZ2 provient d'un isolat de VIH-1 proche des souches ancestrales du 



•ISDOCID: <FR 2792204A1_I_> 



7 



2792204 



virus (Zhu ct al., 1998). Tat Mai et Tat Eli proviennent d'une souche VTH-1 isolee 
pendant les annees 80 en Afrique Centrale .a 1' occasion defections 
heterosexuelles a VIH (Alizon et al., 1986). Tat Br comprend la sequence la plus 
utilisee en laboratoire et provient d'une souche VIH-1 isolee en France (Barre- 
5 Sinoussi et al, 1983), tandis que Tat Jr provient d'un isolat VTH-1 americain 
(O'Brien et al., 1990). Tat Oyi est etroitement apparente a Tat Jr et Tat Bru mais 
provient d'une souche VIH identifiee chez un patient sein.au Gabon (Huet et al., 
1989). 

10 Figure IB ; Classification des proteines Tat en fonction de leur taille et des 

mutations qu'elles comprennent pour le programme MULTALIN (Corpet, 1989). 

Figure 2 : Sequence de la proteine Tat du variant VTH-Oyi (decrite par 
Huet et al, 1989) 

15 

Figure 3 : Purification des 6 variants Tat par chromatographic liquide 
haute performance en phase reverse avec colonne greffte C8 a 280 nm (voir 
Materiels et Methodes pour la procedure experimentale). 

Pour chaque cadre, le trace inferieur represente le resultat de la synthese 

20 peptidique avant purification, tandis que le trace superieur represente le resultat de 
la synthese apres la derniere 6tape de purification. Tat Bru (A), Tat Jr (B), Tat Z2 
(C), Tat Oyi (D), Tat Mai (E) et Tat Eli (F) ont ete clivees a partir de la resine 
avec TFA. Apres precipitation avec de Tether de butyle methyle, les proteines ont 
ete dissoutes dans du Tampon TFA a 0,1 % (trace inferieur dans chaque cadre). 

25 Pour chaque proteine, la purification a ete eflfectuee avec 2 migrations HPLC sur 
colonnes Hybar Merk C8 (4,5 x 125 mm, debit 0,8 ml/min) semi-preparatives 
successives et ensuite les fractions pures ont ete analysees (trace superieur de 
chaque cadre) et identifiees par spectrometrie de masse et par une analyse des 
acides amines (donnees non montrees). Dans chaque cas, il s'avere que le pic 
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principal HPLC represente la sequence complete. Les pics entre 10 et 15 min 
representent des derives de 50 residus tandis que les pics proches de la fraction 
principale sont des derives avec 1 a 15 deletion(s) a partir de l'extremite N- 
terminale. Les fractions hautement hydrophobes sont des derives avec un poids 
5 moleculaire eleve probablement du aux chaines laterales incompletement 
deprotegees. 

Figure 4 : Mesure de la Constance d'affinite des Tat synthetiques pour la 
cible nucleotidique TAR par electrophorese (voir les tests de deplacement de 

10 mobilite electrophoretique dans Materiels et Methodes. 

La concentration proteique (ng/p.1) est indiquee au sorrimet de chaque 
bande de gel. L'ARN libre ou complexe est identifie par / (pour free/libre) et c 
respectivement. La preparation du meme ARN est utilisee pour la titration avec les 
6 proteines. Un derive Tat Bru avec des cysteines carboxymethylees (Bru CmC) a 

15 egalement ete teste. Les constantes de dissociation a Tequilibre (Kd) ont ete 
mesurees directement a partir de tests de deplacement de mobilite 
electrophoretique. Les valeurs de Kd varient approximativement de 50 nM pour 
Tat Eli et Tat Mai a environ 140 nM pour Tat Oyi et Tat Jr. De plus, les 
inventeurs ont note qu'au-dela de la variation des valeurs de Kd, les profils de 

20 liaison avec les diverses proteines sont quelques peu differents. Par exemple, des 
concentrations faibles de Tat Bru produisent un complexe simple bien resolu et ce 
n'est qu'avec des concentrations plutot sup^rieures (> 4,5 ng/|il) que des agregats 
se forment et ne peuvent pas penetrer dans les gels d 5 aery I amide. Au contraire, des 
complexes multimeres sont aisement identifies avec Tat Eli meme a de faibles 

25 concentrations. On peut voir jusqu'a 3 bandes retardees avec Tat Eli, dans une 
moindre mesure avec Tat Jr. De tels effets ne sont pas observes avec des proteines 
plus courtes telles que Tat Bru et Tat Mai par exemple, ainsi qu'avec Tat Oyi qui 
est une proteine plus longue. 
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Figure 5 : Test de transactivation des -proteines Tat synthetiques sur 
cellule HeLa. Ces cellules sont transferees par le LTR du VIH-1 auquel est 
associe un gene rapporteur LacZ. Le taux de proteine (J-gal produit est 
proportionnel a la capacite de transactivation des differentes Tat synthetiques. Le 
5 LTR contient les sequences d'ADN en aval et en amont requises pour la 
transcription du VTH et TAR est present au debut de TARNm (Clavel et 
Charneau, 1994). Les cofacteurs cellulaires requis pour la transactivation du \TH 
sont presents dans les cellules HeLa. Sans Tat, il y a une expression basale de 
P-gal qui est indiquee comme controle (C). L'histogramme suivant montre la 
10 transactivation observee .avec les differents variants de Tat utilisant 2 
concentrations : 1 [iM (boite gris clair) et 5 jiM (boite gris fonce). Dans chaque 
case, Tat a ete additionnee au tampon cellulaire et done une expression de (3-gal 
superieure au controle signifie que la Tat synthetique est capable de traverser les 
membranes nucleaires et cytoplasmiques, de se lier a TAR et d'interagir avec des 
15 cofacteurs cellulaires. Seul Tat Bru cmC (donnee non montree) et Tat Oyi sont 
deficientes dans cette experimentation alors qu'elles se lient a TAR (Figure 1). Tat 
Mai et Tat Eli montrent un niveau de transactivation 3 a 4 fois superieur a celui de 
Tat Bru. Tat Z2, le plus proche des proteines Tat ancestrales, presente un faible 
niveau de transactivation et Involution pourrait favoriser les isolats de VIH-1 avec 
20 une Tat plus eflficace. Des resultats similaires ont ete obtenu? avec d'autres tests 
de transfection utilisant la luciferase comme gene reporter et Tat Mai et Tat Eli a 
1 |iM transactivaient bien le LTR a un niveau comparable a celui obtenu avec une 
Tat-pCMV transferee (donnee non montree). La gamme de concentrations 
utilisees dans les difFerentes experimentations s'etend de 0,1 |xM a 10 jiM (donnee 
25 non montree). A 0,1 |iM, seule Tat Eli montre un niveau de transactivation 
significativement superieur au niveau de base. A 10 jaM, les 6 Tat montrent des 
niveaux de transactivation tellement eleves qu'il est impossible d'observer des 
differences entre elles en raison de la saturation. 
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Figure 6 : Spectres dichro'iques des variants Tat Z2 (triangle blanc), Tat 
Oyi (triangle noir), Tat -Bru (cercle blanc), Tat Bru cmC (pas de marque), Tat Jr 
(cercle noir), Tat Mai (carre blanc) et Tat Eli (carre noir). 

5 Les spectres sont mesures en tampon phosphate a.20 \iM pH 4,5, ils sont 

enregistres de .260 a 178 nm avec un trajet optique de 50 \xm. Les differences 
observees dans les spectres CD revelent une heterogeneite structurale entre les 
variants Tat quelle que soit leur taille. II n'est pas possible de rassembler les 
spectres CD dans 2 categories constitutes des Tat courtcs (marques blanches) et 

10 des Tat tongues (marques noires). Les spectres CD sont caracterises par une 
bande negative proche de 200 nm typique des structures non organisees. La 
magnitude intense de la bande de 200 nm observee avec Tat Bru cmC montre que 
la modification des cysteines a entraine des changements conformationnels majeurs 
par rapport aux autres Tat. 

15 

La prtsente invention ne se limite pas a la description ci-dessus. Elle sera 
mieux comprise a la lumiere des exemples qui ne sont mentionnes qu'a titre 
illustratif 

20 

EXEMPLES / MATERJELS ET METHOD ES 

Svnthese proteique, purification et caracterisation 

Des peptides ont ete assembles selon la methode de Barany et Merrifield 
25 (1980) sur une resine prechargee de divinylbenzene de 4-hydroxymethyl-phenoxy- 
methyl-copolystyrene a 1 % (HMP) (0,5-0,65 mmol) (Perkin Elmer, Applied 
Biosystem Inc., Forster City, CA) sur un synthetiseur automatise (ABT 433A, 
Perkin Elmer, Applied Biosystem Inc., Forster City, CA). De fa<?on a eviter 
Tobtention de derives presentant des deletions, les extremites N-terminales sans 
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Fmoc ont ete protegees par un groupement acetyl apres traitement par un melange 
comprenant 4,75 % d'anhydre acetique (Merck), 6,25 % de DTE A a 2,0 M, 1,5 % 
de 1-hydroxybenzotriazo! 1M (HOBt) (Perkin Elmer, Applied Biosystem Inc., 
Warrington, GB) et 87,5 % de N-methylpirrolidone (Perkin Elmer, Forster City, 

5 CA). Chaque etape de deprotection a ete controlee avec un dispositif de 
conductivity. Les peptides ont ete deproteges et retires de la resine avec de Pacide 
trifluoroacetique . (TFA) complements avec. 10 % de methyl-phenyl-sulphide 
(Merck) et 5 % d'ethane dithiol (Merck). La purification a ete realisec avec un 
appareil de chromatographie liquide a haute performance de Beckman (HPLC) et 

10 une colonne en phase reverse C8 de Merck (10 x 250 mm). Le Tampon A etait 
constitue d'eau avec 0,1 % de TFA et le Tampon B etait constitue d'acetonitrile 
avec 0,1 % de TFA. Le gradient etait constitue de Tampon B de 20 a 40 % en 40 
min et un debit de 2 ml/min. Une spectrometrie de masse par electrovaporisation a 
ete realisee avec un PE-SCIEX API 150ex simple quad de Perkin Elmer. Des 

15 analyses d'acides amines ont ete realisees sur un analyseur de Beckman, modele 
6300. 

Tests de deplacement de mobilite electrophoretique 

Les 59 nucleotides de TARN de TAR contenant le renflement pyrimidine 

20 UUU essentiel a ete prepare in vitro par transcription avec TARN polymerase T3. 

.i 

Les melanges de reaction de liaison (20 ^il) contenaient 0,2 nmole d'ARN de TAR 
radiomarque, 0-100 ng de Tat dans un Tampon TK (50 mM de Tris pH 7,4, 
20 mM de KCl, 0,1 %de Triton X-100). Les complexes ont ete separ6s de TARN 
non lie par electrophorese sur des gels denaturants de polyacrylamide a 8 % 
25 contenant 0,1 % de Triton X-100. Le gel a ete pre-migre pendant 30 min avant le 
chargement de Techantillon (25 L'electrophorese s'est poursuivie pendant 
90 min a environ 200 V. Les quantites relatives d'ARN libre et/ou lie ont ete 
determinees par imagerie au phosphore. 
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TVichroYsme circulaire (CD) 

Les spectres de dichroisme circulaire ont ete mesures avec un trajet 
optique de 50 \im de 260 a 178 nm sur un spectrophotometre CD UV de Jobin- 
Yvon (Long-Jumeau, FRANCE) (Mark VI). L'instrument a etc calibre avec de 

5 l'acide (+)-10-camphorsulfonique. Un rapport de 2,1 a ete trouve entre la bande 
CD positive a 290,5 nm et la bande negative a 192,5 nm. Les donnees ont ete 
collectees a 0,5 nm d'intervalle avec un taux de baiayage de 1 nnrpar minute. Les 
spectres CD ont ete reportes sous forme de Ae par amide. Les echantillons ont ete 
prepares dans un tampon phosphate a -20 mM (pH 4,5). Les concentrations 

10 proteiques etaient comprises dans une gamme de 0,5 a 1 mg/ml. 

Transactivation avec des cellules transferees par LTR de HTV 

La transactivation fonctionnelle par une Tat synthetique a ete determinee 
en utilisant des cellules P4. Ces cellules CD4-HeLa portent le gene lacZ bacterien 
15 sous le controle de LTR de VIH et ^accumulation cytoplasmique de [3- 
galactosidase est strictement dependante de la presence de Tat. 80 % des cellules 
confluantes 6talees sur une plaque a 12 puits ont ete incubees pendant 24 h a 
37°C, en presence de C0 2 a 5 %, avec la proteine Tat comprise dans un milieu 
DMEM supplemente avec 0,1 % de BSA. Suite a cette periode d'incubation, les 
20 cellules ont ete lavees avec une solution saline tamponn^e au phosphate et les 
proteines ont ete extraites et analysees pour la P-galactosidase avec un test 
d'immunoabsorption du commerce mettant en oeuvre une enzyme liee a un 
antigene (ELISA pour (i-galactosidase, Boehringer Mannheim, FRANCE), selon 
les instructions du fabricant. Les valeurs ont ete^normalisees au moyen de la 
25 concentration des proteines totales des differents lysats cellulaires comme 
determine par la methode de Bradford. 
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Phosphorylation in vitro 

Des anticorps monoclonaux diriges centre PKR (kinase induite par 
interferon et impliquee dans le systeme de defense cellulaire antiviral) ont ete lies 
tout d'abord a de Tagarose-proteine A pendant 60 min a temperature ambiante (1 

5 \i\ d' anticorps monoclonal pour 100 |jj d'.agarose) dans un Tampon I (constitue de 
20 mM de Tris-HCl, pH 7,6, 40 mM de NaCl, 50 mM de KCI, du Triton-XlOO a 
1 %, 1 mM de 'EDTA, 0,05 % d'aprotinine, 0,2 niM de PMSF, .5 mM de 2- 
mercaptoethanol et du glycerol a .25 %). Les structures en forme de billes ainsi 
formees ont ete lavees trois fois dans du "Tampon I et incubees avec des extraits 

10 cytoplasmiques issus de cellules de .Daudi traitees avec Tinterferon .a 4°C pendant 
20 h (extraits equivalents a 10 6 cellules pour 100 \i\ de billes). JElles ont ensuite ete 
layees trois fois dans le Tampon I, lav6es ensuite trois fois dans le Tampon II 
(constitue dc 20 mM de Tris-HCl, pH "7,6, 100 mM de KCI, 0,1 mM de EDTA, 
0,05 % d'aprotinine et du glycerol a .20 %) et resuspendues dans le Tampon III 

15 (constitue du Tampon II supplements avec .2 mM de MgCl 2 ). Pour la reaction de 
phosphorylation, chaque echantillon (30 (il de billes) a ete incube dans 40 ^il de 
Tampon III supplement^ avec 2 mM de MnCl 2 et 10 d'une solution de 32 P g- 
ATP (1,25 rnCi/ml 32 PgATP (3000 Ci/mmole ; ICN), 10 mM d'ATP, 1 mM de 
MgCb dans du Tampon II). La reaction a ete realisee en I'absence ou en la 

20 presence de 1 \xgfm\ de poly(I)-poly(C) (Pharmacia). Apres incubation pendant 15 
min a 30°C, eIF2a (2 jal d'une preparation purifiee ; don de Christopher Proud) 
ou les differentes proteines Tat (0,2 a 0,4 [ig) ont ete ajoutees et la reaction s'est 
poursuivie pendant encore 15 min. Toutes les proteines Tat provenaient de 100 }_ig 
de proteines lyophilisees resuspendues dans un tampon phosphate a 100 mM, pH 

25 4,5, contenant 5 % de serum albumine bovine. Pour le test de phosphorylation 
PKR, elles ont ete diluees 10 fois dans du Tampon II supplemente avec 2 mM de 
MgCl 2 et de 2 mM de MnCl 2 et ajoutees immediatement au melange d'incubation. 
A la fin de I'incubation, un volume egal a 2 fois le tampon d'electrophorese de 
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proteine a ete ajoute et les produits ont ete analyses par SDS-PAGE sur des gels 
de polyacrylarnide a 17,5 %. 
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REVINDICATIONS 



1. Vaccin anti-VTH-1 comprenant tout ou partie d'au moins une 
proteine Tat de VIH-1 capable de se fixer sur TAR et incapable de transactiver, en 

.5 association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable et, le cas echeant, un 
ou plusieurs adjuvant(s) de l'immunite approprie(s). 

2. Vaccin selon la revendication 1, caracterise par le fait qu'il s'agit 
d'une Tat dont la sequence nucleotidique prcsente au moins une mutation par 
rapport a la sequence nucleotidique d'une Tat fonctionnelle. 

10 3. Vaccin selon la revendication 1 ou 2, caracterise par le fait qu'il 

s'agit de la Tat du variant V1H-1 Oyi ou partie de cette Tat. 

4. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise par le fait 
qu'il s'agit d'une Tat synthetique chimique. 

5. Vaccin selon la revendication 4, caracterise par le fait que la Tat est 
1 5 synthetisee en phase solide. 

6. Vaccin selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise par le fait 
qu'il comprend au moins la region N-tenninale et/ou la region basique de la 
sequence de Tat correspondant respectivement aux regions 1-20 et 40-58 

7. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise par le fait 
20 que la region Arg-Gly-Asp situee a Pextremite C-terminale de Tat est modifiee. 
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H-Met-Glu-Pro-Val~Asp-Pro-Arg-Leu-Glu-Pro-Trp-Lys-His-Pro- 

Gly-Ser-Gln-Pro-Lys-Thr-Ala-Ser-Asn-Asn-Cys-Tyr-Cys~Lys- 

Arg-Cys-Cys-Leu-His-Cys-Gln-Val-Cys-Phe-Thr-Lys-.Lys-Gly- 

Leu-Gly-Ile-Ser-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg~Arg- 

Arg-Ala-Pro-Gln-Asp~Ser-Lys-Thr-His-Gln-Val-Ser~Leu-Ser- 

Lys-Gln-Pro-Ala-Ser-Gln-Pro-Arg-Gly-Asp-Pro-Thr-Gly-Pro- 

Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Lys-Val-Glu-Arg-Glu-Thr-Glu~Thr-Asp- 

Pro-Glu-Asp-OH 



FIGURE 2 
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